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CONTROLE DA CALOGENESE DO PAU-BRASIL in vitro*

EliasTerraWernef, Geraldo Rogério Faustini CuzzéidkamilaVilas PessottjFernando Pinto Lopés
e Jéssica daélmeida Roget

RESUMO -A inducgéo da calogénese é a primeira etapa para obtencéo de embriées e sementes. Para o controle
da calogénese deaesalpinia echinatdoram usados discos de foli6lolos do pau-brasil em diferentes fases
dedesenvolvimento combinados com os fitorreguladores 2,4-D (O, 5, 10, 20, 50, 100 mg/L) e 6-BAP (2,0 mg/
L), cultivados em meio de cultura de Murashige e Skoog (1962) acrescido de sacarose (30 g/L), mioinositol
(100 mg/L) e agar (7,5 g/L). Foi testado, também, o efeito de 6-BAP (0, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0 e 10 mg/L) no
crescimento de apices meristematicos. Foliélolos juvenis cultivados com baixa concentragao de 2,4-D (5 e
20 mg/L) e folidlolos jovens tratados com altas concentracdes de 2,4-D (50 e 100 mg/L) geraram calos sem
diferencas significativas entre luz e escuro. Quanto ao controle da oxidacao, melhores resultados foram proporcionados
pelo carvéo ativado, porém inibidores da calogénfesmansferéncia dos calos do meio de cultura MS com

altas concentra¢des de 2,4-D (5,0; 10,0; e 20,0 mg/L) para meio sem fitorreguladores estimulou a formagéo
de massas pré-embrionarias (MPEs). Os meios livres de fitorreguladores, 2,0 mg/L de 2,4-D e 0,5 mg/L de
2,4-D elevaram o nimero de calos embriogénicos e de massas pré-embrionarias. Somente em 0,5 s&g/L 2,4-D
verificaram algumas estruturas semelhantes a embrides somaticos nas fases globular e codiforme.

Palavras-chaveCaesalpinia echinatacalos e oxidacgao.

In vitro CALOGENESIS CONTROL OF PAU-BRASIL

ABSTRACT — The present work dealt withithetro control of callogenesis of brazilwood. The induction

of callogenesis is the first step to obtain embryos and seeds. In order to control the callog&aessaipinia
echinataleaf discs of brazilwood in different developmental stages were used combined with the growth regulators
2,4-D (0, 5, 10, 20, 50, 100 mg/L) and 6-BAP (2,0 mg/L), cultivated in the Murashige and Skoog (1962)
medium supplemented with sucrose (30 g/L), myo-inositol (100 mg/L) and agar (7,5 g/L). The effect of 6-
BAP (0, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0 and 10 mg/L) on the growth of meristematic shoot apexes was also tested. Juvenile
leaves cultured with low concentrations of 2,4-D (5 and 20 mg/L) and young leaves treated with high concentrations
of 2,4-D (50 and 100 mg/L) produced callus, without presenting significant differences between light and
dark. As for the oxidation control, the best results were provided by activated charcoal, which inhibited callogenesis.
The transfer of callus from the MS culture medium with high concentrations of 2,4-D (5,0, 10,0 and 20,0
mg/L) to the medium without growth regulators stimulated the formation of pro-embryonic masses (PEMs).
The media without growth regulators, 2,0 mg/L of 2,4-D and 0,5 mg/L of 2,4-D, increased the number of
embryogenic calluses and pre-embryonic masses. There were structures similar to global and heart shaped
somatic embryos only at 0,5 mg/L 2,4-D .

Keywords:Caesalpinia echinataallus and oxidation.

1. INTRODUCAO (CARVALHO, 1994,AGUIAR et al., 2005) distribuida
. . . na costa brasileira entre o Rio de Janeiro e o Rio Grande
Caesalpinia echinataam (Fabaceae), conhecida 4, Norte (IMA, 1992). Sua exploragéo predatéria na
popularmente como pau-brasil, € planta semidecidugpoca da colonizacdo, aliada as caracteristicas
e semi-helidfila da Floresta Estacional Caducifélia Costeiraecalcitrantes de suas semerlB#@sRBEDOet al.,2002),
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contribuiu para qu€. echinatafosse incluida na O trabalho teve como objetivo desenvolver um
lista de espécies ameacadas ou em perigo de extin¢g@iootocolo para indugéo e controle do desenvolvimento
(BRASIL, 1992;AGUIAR et al., 2007). de calos visando a embriogénese somatica indireta.

L .. Estabeleceu, ainda, condi¢cdes ideais para o controle
Uma das estratégias eficientes para promover ¢ P

a conservacéao de espécies ameacadas consiste%%omdagao_ de egpla_ntes foliares@eechinata
criacao de banco de germoplasimaitu e ex situ quando cultivado vitro.

Nesse ultimo caso, um método bastante conhecido
é a propagacao de plantawitro através da indugcdo

de embrides somaticos ou regeneracgéo de plantasl. Material bioldgico

por cultivo de apices meristematicGl{ERRAet al., - .
1999). Foram utilizados como explantes foli6los de

Caesalpinia echinatham (Fabaceae) retirados de

Na maioria dos modelos de embriogénese somaticayma arvore adulta, com aproximadamente 6 anos de
as auxinas séo usadas em concentragdes relativameidade, do Parque Municipal Pedra da Cebola (200192
elevadas, e o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)o92 2 S, 40°202 502\®), emVitdria, ES. Foi selecionado
€ um do mais utilizados nos processos deym genétipo com as melhores caracteristicas
desdiferenciacao celuldE um potente sinalizador morfoldgicas e fisiolégicas, o qual foram retiradas
no processo de rediferenciagéo, induzindo a producéglhas basais e da borda da copa que apresentassem
de embrides somaéticos diretos, sem passar pela fasgliglos nas fases juvenil, jovem e adulta de
de calogénese&SUERRAet al., 1999). desenvolvimento (Figura 1As folhas foram

A eficiéncia dos explantes em gerar calos depend@condicionadas em sacolas plasticas, umedecidas
da determinacdo dos tecidos vegetais e de sug transportadas imediatamente para o Laboratorio
especificidadeAlgumas espécies sdo induzidas apena$'® Micropropage_l(;éo de Pla_ntas da Universidade
com 2,4-D, enquanto outras necessitam da combinacdgederal do Espirito Santo, distante 200 m do chal
de diferentes fitorreguladores, como &cido indolacéticéle coleta. Os explantes foram coletados no periodo
(AIA), 6-benzilaminopurina (6-BAP) e acido de 17/01/2006 a 12/04/2006, quando as arvores se

naftalenoacético (ANA)NEWMAN et al, 1996). encontravam na fase de crescimento vegetativo.

2. MATERIAL E METODOS

Além da definigdo da composigdo quimica para2.2. Indugéo da calogénese

o controle da organogéneBevitro, um desafio . . o
encontrado nas técnicas de micropropa a Testou-se o efeito de seis concentracdes de 2,4-D
propagas (0, 5, 10, 20, 50 e 100 mg/L) na inducao de calos

nocontrole da oxidaga® REECE2 COMPTON,1991). - - . o
N . . utilizando folidlolos juvenis, jovens e adultos
As substancias oxidantes mais comumente encontradas. . . .
L P ~ iguralA-C), que depois de inoculados em meio
em algumas espécies lenhosas cultivadagro sao .
L . . de cultura foram cultivados sob luz ou no escuro
os fendis, flavonoides e tanind®AIVA e PAIVA, .
. . . __constante em esquema fatorial 6x3x2 (2,4-D x fase
2001), bastante representativos em tecidos de arbore g desenvolvimento x luz/escuro) com n = 10. O meio
tropicais GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998) A . . .
. . de cultura utilizado foi 0 MS completMURASHIGE
idade e a fase de desenvolvimento dos explantes sao,
outros fatores associados a sintese dos com OsthSKOOG 1962), suplementado com 30 gdie
P - sacarose, 7,5 g/L de agar e 100 mg/L de mioinositol.
%dicionaram-se as vitaminas tiamina-HCI (100 pg/
L), piridoxina-HCI (250 ug/L) e acido nicotinico (250
Algumas medidas tém sido recomendadas par@ag/L) e o aminoacido glicina (4 mg/L); 10 mL do meio
evitar a oxidacao dos explantes, como a imerséo eme cultura foram vertidos em frascos de vidro (40
solugdes antioxidantes de acido citrico e, ou, acidanL), os quais foram, primeiramente, vedados com
ascorbico antes da inoculac@RATTAPAGLIA e papel insufilm PVC e, depois, fechados com papel-
& MACHADO, 1998), adi¢cdo de carvao ativado, acidoaluminio. O pH foi ajustado em 5,8, utilizando-se
ascorbico e, ou, polivinilpirrolidone (PVP) ao meio solugdes de KOH e, ou, HCI 1,0 M, antes da

de cultura PAIVA e PAIVA, 2001). autoclavagem a 12 e 1 atm por 20 min.

menos propicios a oxidaca@AIVA e PAIVA, 2001).

R. Arvore, Vigosa-MG, v.33, n.6, p.987-996, 2009
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Figura 1 —Aspectos morfolégicos dos foliolos juvenis (A), jovens (B) e adultos (C) delihatautilizados como fonte
de explantes e niveis de oxidagéo baixa (D), média (E) e alta (F) dos foliolos cultivadosno meio de
cultura MS. Calos apresentando estruturas filamentosas (G), massas pré-embriogénicas — MPE (H) e embri
somatico (ES) do tipo torpedo (). Apice meristematico aos 7 (J), 20 (K), 30 (L) e 60 dias(M) deicultivo
vitro.

Figure 1 —Morphological aspects of juvenile (A), young (B) and mature leaves (C) of C. echinata used as explants ant
low (D), medium (E) and high oxidation levels (F) of leaves cultured on MS medium. Calluses presenting elongate
structures (G), pro-embyogenic masses — MPE (H) and somatic embryo (ES) torpedo shaped (I). Meristimati
shoot apex on the'7(J), 20" (K), 30" (L) and 60" day (M) during in vitro culture.

Os foliolos foram lavados com detergente neutrade hipoclorito de s6dio comercial 40% (v/v) durante
em agua corrente durante 10 min, para pré-limpeza 20 min, sob agitacdo constante, e enxaguados trés vezes
lixiviagdo de compostos fenodlicos desinfestacdo  com agua destilada estéril. Dos foliolos foram retirados
e inoculagdo dos explantes foram realizadas na camagiscos de 0,7 cm de didmetro na regi&o da nervura central,
de fluxo laminarOs explantes foram desinfetados emcom o auxilio de um perfurador de rolha. O material
alcool etilico 70% por 2 min e transferidos para solu¢édoi inoculadoem meio de cultura e mantido em sala

R. Arvore, Vicosa-MG, V.33, n.6, p.987-996, 2009
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de crescimento, na temperatura de25C, sob luz Foram avaliadas as coloragBes dos calos
(50 umol.n?.s?) ou escuro continuo por 56 dias, quando(translicida, verde, marrom e marrom-oxidada), presenca
foi calculada a porcentagem de calos formados. de estruturas flamentosas, massas pré-embriogénicas

.. (MPEs) e embrides somaticos (Figura 1G-L).
2..3 Antioxidantes

. o 2.5. Organogénese direta
Além do controle (MS sem adi¢do de antioxidantes), ganog

foram testados os efeitos do carvao ativado (2 g/L), Segmentos de apices caulinares foram isolados
acido citrico (150 mg/L) e acido ascoérbico (150 mg/e inoculados em meio de cultura MS completo,

L) no meio MS completo e com as vitaminas e o aminoacidsuplementado com as vitaminas e o aminoacido utilizados
nas mesmas concentracdes utilizadas para induzirrea inducao da calogénegeassepsia dos explantes
calogénese, suplementado também com 10 mg/L d®i realizada em camara de fluxo laminar com a imersao
2,4-D e 2,0 mg/lde 6-BAP No controle da oxidagdo, dos explantes em alcool etilico 70% por 1 min, seguido
discos de folidlolos jovens foram inoculados com ade imersao em solugéo comercial de hipoclorito de sddio
superficie abaxial voltada para o meio, onde 10 amostram 3—5% de cloro ativo, durante 20 min, em constante
foram mantidas na luz e 10 no escuro constante. @gitacdo, seguida de trés enxagues de agua destilada
delineamento experimental utilizado seguiu o esquemastéril. Os tratamentos consistiram em adicionar ao
fatorial 4x2 (tratamentos x luz/escuro), e os parametromeio de cultura as concentrac¢des de 0; 0,5; 1,0; 2,0;
analisados foram coloracgédo da superficie adaxial d&,0; e 10 mg/l6-BAP. Antes da adicdo do agarpH
explante e porcentagem de calos formados. @lo meio de cultura foi ajustado para 5,8 e autoclavado
escurecimento (oxidag&o) foi calculado em porcentagenpor 20 min a 123C. Sob estereomicroscépio, foram
utilizando-se o padréo de classificagao apresentadexcisados os segmentos de apices com aproximadamente
na Figura 1D-Fo que consistiu em niveis de oxida¢ao 0,5 cm de comprimento.

baixo, médio e alto. . . . A
Os dados foram submetidos a analise de variancia,

2.4. Inducédo de embrides somaticos utilizando-se o softwareSSISTAT. Para comparagao

. . das médias, foi usado o teste Tukey a 1% de probabilidade.
Calos deC. echinatacom aproximadamente 30

a 45 dias, previamente cultivados em meio MS com

5a20mg/L de 2,4-D, foram cultivados por 30 dias eMrapels 1 -porcentagem de calos formados utilizando-se discos
meio MS sem fitorreguladores, para eliminar o efeito de foliélulos juvenil, jovem e maduro de
residual do 2,4-D. Os calos foram repicados e transferidos desenvolvimento d&. echinatanoculados em meio
para seis tratamentos, sendo T1: meio MS sem MS contendo 0, 5, 10, 20, 50 e 100 mg/L de 2,4-
i . ] D apoés 56 dias de cultivbetras semelhantes néo
fitorreguladores (controle); T2: MS + 2,0 mg/L 2,4-D; diferem pelo teste de Tukey (P<1%) onde letras
T3: MS + 2,0 mg/L 2,4-D + 3,0 mg/L 6-BAP (6- mindsculas comparam dentro de coluna e maitisculas
benzilaminopurina); T4: MS + 2,0 mg/L 2,4-D + 8,0 mg/ nalinha.

L 6-BAP; T5: MS + 3,0 mg/L 6-BAP; e T6: MS + 8,0 Table 1-Percentage of callus formed on disazfrjuvenile,

. . young and mature leaves of C. echinata inoculated
mg/L 6-BAP A cada 30 dias, os calos eram repicados, on MS media containing 0, 5, 10, 20, 50 and 100

a fim de renovar o meio de cultura e, assim, evitar a mg/L of 2,4-D after 56 days in culture. Similar

oxidacédo e deplecédo excessiva de nutrientes no meio. letter do not differ by Okey Est (P<1%) whes

Ap6s 75 dias de cultivo, os calos foram transferidos !OV;’ﬁrﬁ_ase compare within column and capitals
n e line.

para novos meios de cultura, em que a concentragdo
de 6-BAP foi reduzida a 10% do valor inicial, enquanto

a concentracéo de 2,4-D foi reduzida a 25% do valor Formacdo de calos (%)
inicial. No caso dos tratamentos em que havia combinaczo®-P M9/l Juvenil Jovem Maduro
0 bA 0 bA 0 bA

de 2,4-D e 6-BAPapenas a concentracao de 2,4-D foi

. 75 aA 0 bC 35 aB
reduzida em 25%, como se segue: T7: MS +0,5mg/ 90 aA 5 bB 30 abB
L 2,4-D; T8: MS + 0,5 mg/L 2,4-D + 3,0 mg/L 6-BAP; 20 85 aA 10 bB 35 aB
T9: MS +0,5mg/L 2,4-D + 8,0 mg/L 6-BAP; T10: MS 50 30 bB 75 aA 20 abB
+ 0,3 mg/L6-BAP; eT11: MS + 0,8 mg/L6-BAP. 100 20 bB 65 aA 30 abB

R. Arvore, Vigosa-MG, v.33, n.6, p.987-996, 2009
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3. RESULTADOS 1007 — @ — 1— —

Ainducdo de calos ef. echinataocorreu entre
7 e 21 dias ap6s a inoculagao, iniciando-se o processo
de desdiferenciacdo na nervura central e na borda dC§ 60 |
discos (dados nédo apresentadésgalogénese s6 2
. o
ocorreu na presenca de 2,4-D, independentemente dgs 40 |
condi¢cdes de luminosidadeafiela 1 e Figura 2As =
respostas as concentragdes de 2,4-D foram associadas g |

80

a fase de desenvolvimento dos explantes. Melhores §

respostas ocorreram em foli6lolos juvenis nas 0 N
concentragcfes mais baixas de 2,4-D (5a20 mg/L) e L ‘ E L E E L
foliolos jovens nas concentragdes mais elevadas (50 MS MS+acido | MS+acido | MS+carvio
e 100 mg/L) (Bbela 1). ascorbico citrico ativado

A utilizac&o de substancias antioxidantes e aFigura 3 — Porcentagem de oxidag&o dos discos de folidlulos
auséncia de luz n&o foram eficientes no controle do jovens deC. echinatecultivados na luz e escuro

i . constante e porcentagem de calos formados aos
processo degenerativo dos calos (Figura 3). O melhor 56 dias de cultivo em meio MS com 10 mg/L 2,4-

tratamento no controle de oxidagéo foi o carvéo ativado, D e 2,0 mg/L de 6-BAP e suplementado com 150
em que 40% dos explantes apresentaram oxidag&o baixa mg/L &cido ascorbico, 150 mg/L &cido citrico
amoderada, porém sem formac&o de calos. No entanto, e 2 g/L carvéo ativado. (n=10). Oxidagdo alta

(), média M) e baixa #).

foi na presenca de 4cido ascérbico no escuro que ocorre&fgure 3 —Percentage of oxidation on young leaves of C.
maior desenvolvimento de calos, em que 85% dos echinata cultured under constant light (L) or dark
explantes geraram calos (Figura 4). (E) and the percentage of callus formed after
56 days on MS culture media with 10 mg/L 2,4-
D and 2,0 mg/L 6-BAP and supplemented with
80 - 150 mg/L of ascorbic acid, 150 mg/L of citric
acid or 2 g/L of activated charcoal. (n=10). High
701 T (1), medium W) and low ) oxidation.
60 r
S De maneira geral, calos embriogénicos sdo
501 w identificados pela coloragéhs por¢des translicido-
8 . brancas ou amareladas dos calos s&o consideradas
<‘-§ J / 7 friAveis e com potencial para formarem embrides
& 30 4 w / I somaticos GUERRA et al, 1999; IPEKCle
20 4 J T / GOZUKIRMIZI, 2005; ARUNYANART e
CHAITRAYAGUN, 20095. Independentemente dos
104 tratamentos, a maioria dos calos apresentou coloracao
o heterogénea, podendo identificar areas de cores
Juvenil Jovem Adulto transllcidas, marrom-amareladas e verdes (Figura

Figura 2 —Porcentagem de calos formados de discos de folidlulod. € Tabela 2) Tanto as porg¢des translicidas quanto
jovens, juvenis e adulto @& echinatecultivados  as verdes se mostraram fridveis e embriogénicas
naluz € escuro constante aos 56 dias de cultivyayido & presenca de estruturas globulares pro-
em meio MS com 0, 5, 10, 20, 50 e 100 mg/L embriogénicas (Figura 1HI), enquanto as porgdes
de 2,4-D (n=10). Luz[{] )eescupj( ).Barras ’ .
representam o erro padrao. marrom-amareladas apresentaram aspecto gelatinoso

Figure 2 — Percentage of callus formed from juvenile, young € amorfo, sem a formac&o de massas pro-
and mature leaves of C. echinata cultured underembriogénicas.
constant light or dark after 56 days on MS medium

with 0, 5, 10, 20, 50 and 100 mg/L of 2,4-D (n=10). Nas duas fases do experimento de inducgé&o de
Light ((J) and dark (#Z3). Bars represent embrides somaticos (elevada e baixa concentragcao de
standad error. fitorreguladores), maior porcentagem de calos

R. Arvore, Vigosa-MG, v.33, n.6, p.987-996, 2009
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100 4. DISCUSSAO

Os resultados dd@abela 1 para inducdo da
80 calogénese confirmam descri¢cdes citadas na literatura
ao evidenciarem que a fase de desenvolvimento dos
60 4 / explantes tem grande influéncia nos processos de
w T w desdiferenciacao celular e de que 6rgaos jovens séo
40

0s mais recomendados como fonte doadora de explantes
(THORPE e RTEL, 1984). Segundéouda (1996), folhas

J J v de ramos juvenis apresentam a epiderme recoberta

20 4 / por uma fina camada de cuticula com alta densidade

% calos

estomatal e mesoéfilo espesso em relagédo as folhas
adultas A maior sensibilidade dos foli6lolos jovens
Ms MS + Ac. Ascorbico  MS + Ac. Citfico S + Garvio Atvado as baixas concentragfes de 2,4-D pode ser devida
a juvenilidade de seus tecidos caracterizados por
Figura 4 —Porcentagem de calos formados de discos de folidluloglevados niveis endégenos de auxima$q eZEIGER,
jovens deC. echina_tacultivadps naluz e escuro 2003).
constante aos 56 dias de cultivo em meio MS com
10mg/L 2,4-D e 2,0 mg/L de 6-BAP suplementado O desenvolvimento de calo pode ser independente
com 150 mg/L acido ascérbico, 150 mg/L &cido yg 5uxinas e citocininas, dependente de auxinas,

citrico e 2 g/L carvéo ativado (n=10).Luz)( ) S
e escurogj ). Barras representam o erro padréodependente de citocininas ou dependente de ambas

Figure 4 —Percentage of callus formed on discs from young (JAIND et al., 1995). EnC. echinataa calogénese
leaves of C. echinata, cultured under constantfoi dependente da concentrag¢éo da auxina 2,4-D
light or dark after 56 days on MS culture media jnteragindo com a fase de desenvolvimento dos
e aeerie foislolos. Segundo Grattapagia e Machado (1990).
acid and 2 g/L of activated charcoal (n=10). Light alta razdo auxina/citocininas estimula a proliferacéo
([1) and dark 7 ). Bars represent standard celular, culminando na formagé&o de calos. Essa
error. combinacéo néo foi testada €@nechinatadevido

a ndo formacao de calos em meio MS suplementado

apenas com 6-BAP (dados nédo apresentados).

apresentando regidesnslicidas marrons e verdes
foi observada em baixas concentragfes de 2,4-D. Considerando os resultados no controle da
A combinagéo de 2,4-D e de 6-BAP elevou aoxidag&o (Figura 3), de acordo com Grattapaglia e
porcentagem de calos transllcidos e marrons. Porémjachado (1998) o carvéo ativado em concentracdes
quando cultivados em meio contendo apenas 2,4de 0,1 a 2% pode ser benéfico, simulando o escuro
D, predominaram calos com tonalidades translucidagnde os explantes se desenvolvem meNoentanto,

e verdes. Os calos d& equinatacultivados nos ¢ carvao ativado tem efeito adsorvente, imobilizando
diferentes tratamentos formaram massas proparte dos elementos que compdem o meio, inclusive
embrionarias (MPEs) (Figura 1G-I). Somente em 0,%5 fitorreguladores. Nesse caso, o aumento da
mg/L 2,4-D apenas 10% dos calos apresentaramgncentracdo de auxinas tem sido indicado como
estruturas semelhantes & dos embrides Sométic%%tratégia para contornar o probledmamentando
globulares e codiformes (Figura 11). a concentracgéo de 2,4-D em 50 vezes, passando de

No experimento de organogénese direta, osl0 iM (sem carvao ativado), para 500 iM (com 0,3%
apices caulinares, utilizados como explantesde carvdo ativadd)eixeira et al. (1993) conseguiram
desenvolveram calos em todas as concentragdgesultados satisfatorios em palmeira-de-oEacis
de 6-BAP Ocorreu, também, o crescimento de célulagguineenses Resultado semelhante foi verificado por
com coloracdes esverdeadas, provavelment8iasiet al. (1994), trabalhando com a propagacgao do
originadas da regido meristematica, indicando quabacateiran vitro; o acido ascoérbico e o acido citrico
a organogénese possa ter iniciado (dados natambém ndo foram eficientes no controle da oxidacéo
apresentados). deC. echinata
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A oxidacao fenodlica é altamente dependente do A expressdo da embriogénese somatica pode ser
genotipo, da fase de desenvolvimento da planta desencadeada por diferentes fatores, dependendo da
da estacdo do ano. Em épocas mais favoraveis aspécie e das condi¢des fisioldgicas da planta-matriz.
crescimento, a concentracdo de polifendis € menoNo entanto, o procedimento mais comumente utilizado
e, consequentemente, a oxidagdo nos tecidoé o da exclusédo ou diminuicdo da concentragdo de auxina.
cultivadosin vitrotambém é menoPAIVA e PAIVA, Segundo Zimmerman (1993), a retirada da auxina do
2001). Neste estudo, os explantes foram folidlolosmeio de cultura provoca a inativacdo de uma série de
em fase jovem, quando podem apresentar maioregenes e permite que o programa da embriogénese dé
niveis de substancias oxidantes em relacdo aos folidlaontinuidadeA aquisi¢cdo de polaridade em embrides
juvenis (RAIVA e RAIVA, 2001).Além disso, a fase étidacom frequéncia como o primeiro passo no processo
de desenvolvimento da planta-matriz pode ter grandda embriogénes®\(ARREN e WARREN,1993), e a
influéncia no processo de oxidacA@poca de coleta divisdo assimétrica ndo resulta diretamente em embrido
dos folidlos deC. echinataocorreu no verao e, de e, sim, em MPEs, nas quais apenas algumas irdo se
acordo com a sua fenologia, correspondeu a fasdesenvolverem embrid@sTI RONCHIeGIORGETTI,
de reproducao sexuada, como confirmada peld995). O restante das MPEs deve ter sido eliminado
visualizacado de estruturas reprodutivas nas plantagpela morte celular programadl(ONOVA et al., 2000).
matriz por ocasido da colefessim, a oxidagédo fendlica
dificultou a pratica de micropropagacéo @nechinata
in vitro.

Em algumas espécies, a reducao da razao auxinas/
citocininas é necesséria para a indugéo da embriogénese
somaticaGRAY, 2000). Nesse aspecto, My€é2604)

Com relagao a coloracgao dos caloal{gla 2), obteve MPEs e o subsequente desenvolvimento de
a presenca de porgdes esverdeadas nestes pode epibrides somaticos a partir de sementes imaturas de
atribuida a exposicao dos calos a luz constante, Belonix regiag uma Fabaceae, em meios de cultura
que desencadeou a sintese de pigmentos de clorofi@ntendo 2,4-D (1 a 4 mg/L) combinado com BAP (0,1
nas células de calos translicid@RREDOIRA  a0,5mg/L). Mesmo com a proximidade taxondmica entre
etal., 2002). DelonixeCaesalpiniao balan¢co hormonal de auxina

Tabela 2-Porcentagem da coloragao dos calo€dechinataaos 45 dias de cultivo em meio MS suplementado com 2,4-
D e 6-BAP e 30 dias pos a transferéncia para meio MS com 2,4-D reduzido a 25% valor inicial e 6-BAP reduzid
a 10% do valor inicial (n=10). T = transltcido, V = verde, M = marrom e MO = marrom oxidado. Letras semelhantes
néao diferem pelo teste de Tukey (P<1%) onde letras minUsculas comparam dentro de coluna e maiusculas na lin
Table 2— Color pecentage of callus after 45 days of cutton MS media with 2,4-[@duced to 25% of the initial concentration
and BAP reduced to 10% of the initial concentration (n=10). T = translucid, V = green, M = brown and MO
= oxidized bown. Similar letter do not differ byukey Est (P<1%) whez lowecase compax within column
and capitals in the line.

Coloracao de calos (%)

Tratamento T/IM/V T /M T/V M M MO
45 dias de cultura

Controle 100 aA 0 bC 0 bC 0 bA 0 bA 0 bA
2,0 mg/L 2,4-D 50 aB 0 bC 40 aA 10 bA 0 bA 0 bA
2,0 mg/L 2,4-D e 3,0 mg/L BAP 10 bC 40 aA 0 bC 20 bA 10 bA 20 bA
2,0 mg/L 2,4-D e 8,0 mg/L BAP 60 aB 20 bB 0 cC 0 cA 20 bA 0 cA
3,0 mg/L BAP 70 aAB 30 bAB 0 cC 0 cA 0 cA 0 cA
8,0 mg/L BAP 50 aB 0 bC 10 bB 10 bA 20 bA 0 bA
30 dias apo6s a transferéncia em nova composicao de reguladores

Controle 100 aA 0 bB 0 bB 0 bA 0 bB 0 bB
0,5 mg/L 2,4-D 56 aB 08 cB 32 bA 10 cA 0 cB 0 cB
0,5 mg/L 2,4-D e 3,0 mg/L BAP 0 cD 38 aA 13 bB 12 bA 12 bB 25 aA
0,5 mg/L 2,4-D e 8,0 mg/L BAP 33 aC 33 aA 11b B 11 bA 12 bB 0 bB
0,3 mg/L BAP 56 aB 44 aA 0 bB 0 bA 0 bB 0 bB
0,8 mg/L BAP 67 aB 0 cB 0 cB 0 cA 33 bA 0 cB
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e citocinina ndo gerou embrides somatico€eathinata Contudo, ainda néo foi possivel a formacgao de
Tais informacgdes sugerem que as concentracdes ou, aindanbrides somaticos; apenas algumas estruturas
arazdo entre as concentragdes de 2,4-D e 6-BAP testadammelhantes a desses embrides nas fases globular
neste trabalho ndo foram as ideais para a expresséo ea@odiforme foram identificadas em 0,5 mg/L 2,4-D.
embriogénese somatica. Ha casos em que a associagédo

de 2,4-D e 6-BAP no é eficiente na inducéo e expressao 6.AGRADECIMENT OS

da embriogénese somatica. Ipekci e Gozukirmizi (2005) A Fundacao Biodiversitas, a Fundacadgeio

conseguiram melhor producéo de embrides somaticog Pesquisa do Espirito Santo AFES (Processo

a partir de folhas deaulownia elongatéSchrophulariacea)  39044823/2007) e ao Fundo Apoio Cientifico e
em meio MS contendo 0,1 mg/L de TDZ (1-fenil-3-(1,2,3- tecnolégico da Prefeitura Municipal ¥ét6ria —
tiadiazol-5-il)ureia]) e 1,0 mg/L de cinetina. Outros estudoSEa ¢ TEC (Processo 38/2007), pelo apoio financeiro.
como os de Junagt al. (2006), tém demonstrado que,

depois de adquirir competéncia embriogénica, a substituicao 7. REFERENCIAS
do 2,4-D por outros fitorreguladores com®NA pode
estimular a formac&o de embriées somaticos. AGUIAR, F. F A. et al. Maturagéo de frutos de

) Caesalpinia echinatdam., Pau-Brasil.
Em todos os tratamentos testados mchinata  Revista Arvore, v.31, n.1, p.1-6, 2007.

ocorreu a formagao de calos com estruturas filamentosas

na sua superficie (Figura 1G). Segundo Barrueto (1992AGUIAR, F. F A. et al Germinacéo de

e Chaudhury e Qu (2000), essas estruturas sdo elemengmmentes e formacao de mudastdesalpinia
diferenciados, como fibras e traqueideos, indicando quechinataLam. (Pau - Brasil): efeito de

tais porcdes dos calos néo conseguiram se desdiferenci@@mbreamentoRevista Arvore, v.29, n.6,
néo sendo, por isso, embriogénicas. p.871-875, 2005.

Embora néo se tenha definido a formulagado parssANDERSON,W. C.A revised culture tissue
a expressao de embrides somaticos, este trabalho revelmedium for shoot multiplication of
que essa espécie necessita de elevadas concentraciegedodendron.Journal of American
de auxina, como o 2,4-D, para induc&o da calogénes&ociety Horticulturae of Science,
Outro aspecto relevante é o fato de que a transferénc¥al09, n.3, p.343-347, 1984.
para meio reduzido ou sem fitorreguladores induz algumas
formacdes incipientes de MPEs. Esse mecanismo d%RUNYANART' S.; CHAITRAYAGUN, M.

diferenciagao celular pode ser controlado, entre outr. Induction of somatic embryogenesis in fotus
. - - ’ elumbo nuciferaGeartn.).Scientia
n".lar]el.ras, utilizando-se outros melos de cultura OYjorticulturae, v.105, n.3, p.41-420, 2005.
diminuindo as concentragdes de nutrientes (ANDERSON,
1984) Além do uso de fitorreguladores, a osmolaridadeARBEDO, C. J.: BILIA, DA. C.;
associada ao acido abscisico podeis@alternativa FIGUEIREDO-RIBEIROR. C. L.Tolerancia a
para a expressdo da embriogénese somatica (GUERRFessecacédo e armazenamento de sementes de
etal,1999). Caesalpinia echinataam. (pau-brasil),
espécie da Matatlantica Revista
5. CONCLUSOES Brasileira de Botanica, v.25, n.4, p.431-
439, 2002.
Os resultados deste estudo evidenciam que:
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vegetais em meio liquidAABCTP
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a calogénese. Micropropagacdo do abacateiro ‘Owerde’a
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formacfes de massas pro-embrionarias (MPEs). p.1051-1058, 1994.

R. Arvore, Vigosa-MG, v.33, n.6, p.987-996, 2009



Controle da calogénese do ...

BRASIL. Portaria n® 006-N, de 15 de Janeiro de
1992. Dispdbe sobre a Lista Oficial de Espécies
da Flora Brasileirdmeacadas de Extingéo.
Diario Oficial da Republica

Federativa do Brasil, Brasilia, 23 jan.
Secado 1,30, n.16, 1992.

CARVALHO, J. ER. R; CARVALHO, C.R;
OTONI, W. C. Regeneracaam ivitro deUrucum
(Bixa Orellanal.) a partir de diferentes tipos
de explantesRevista Arvore, v.29, n.6,
p.887-895, 2005.

CARVALHO, P. E. R.Espécies floestais
brasileiras — recomendacg0fes silviculturais,
potencialidades e uso da madeira. Brasilia:
Embrapa-CNPF/SPI, 1994. p.113-117.

CHAUDHURY, A.; QU, R. Somatic
embryogenesis and plant regeneration of turf-

okels

GRAY, D. J. Nonzygotic embryogenesis. In:
TRIGIANO, R. N.; GRA/, D. J. (Eds.). Plant

tissue culture concepts and laboratory exercises.
Boca Raton: CRC Press, 2000. p.175-189.

GUERRA, M. P, TORRESA. C.;TEIXEIRA, J. B.
Embriogénese somatica e sementes sintéticas. In:
TORRESA. C.; CALDAS, L. S.; BUSO, A.

(Eds.). Cultura de tecidos e

transformacdo genética de plantas.
Brasilia: Embrapa/CBAB, 1999.2; p.537-548.

IPEKCI, Z.; GOZUKIRMIZI, N. Indirect somatic
embryogenesis and plant regeneration from leaf
and internode explants ®faulownia elongata
Plant Cell, Tissue and Organ
Culture,v.79,n.3, p.341-345, 2005.

JAIN, S. M.; GUPA, P. K.; NEWMAN, R. J.
Somatic embryogenesis in woody
plants. Dordrecht: KluweAcadamic Publishers,

type bermudagrass: Effect of 6-benzyladenine in1995. 2.

callus induction mediumPlant Cell,
Tissue and Organ Culture, v.60,
p.113-120, 2000.

n.2,

CORREDOIRA, E.; VIEITEZ, M. A.; BALLESTER,
A. Somatic embryogenesis in ElAnnals of
Botany, v.89, n.5, p.637-6442002.

FILONOVA, L. H. et al.Two waves of
programmed cell death occur during formation
and development of somatic embryos in the
gymnosperm, Norway sprucdournal of

Cell Sciencey.113, n.24, p.4399-4411, 2000.

FOUDA, R.A. Anatomical characteristics of
juvenile and adult shoots associated with
rooting ability of Cupressocyparis leylandii
cuttings. Horticultural Science, v.28, n.1,
p.107-111, 1996.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. A.
Micropropagacéo. INTORRESA. C.; CALDAS,
L. S.; BUSO, JA. (Eds.).Cultura de
tecidos e transformacdo genética de
plantas. Brasilia: Embrapa/CBAB, 1998.1.
p.183-260.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. A.
Micropropagacéo. INTORRESA. C.; CALDAS,
L. S. (Eds.).Técnicas e aplicagcdes da
cultura de tecidos de plantas Brasilia:
ABCTP/Embrapa-CNPH, 1990. p.99-169.

JUNAID, A. et al. Somatic embryo proliferation,
maturation and germination @atharanthus
roseus Plant Cell, Tissue and Organ
Cultur e,v.84, n.3, p.325-332, 2006.

LIMA, H. C. Aspectos botanicos do Pau-Brasil.
In: CUNHA, M.V.; LIMA, H. C. (Eds.).Viagem
a terra do Pau-Brasil. Rio de Janeiro:
Agéncia Brasileira de Cultura, 1992. p.23-38.

MODGIL, M.; SHARMA, D. R.; BHARDWAJ, S.
V. Micropropagation of apple cV¥ydemans
Early Worcester Scientia Horticulturae,
v.81, n.2, p.179-188, 1999.

MURASHIGE,T.; SKOOGFE A. Arevised
medium for rapid growth and bioassays with
tabaco tissue culture®hysiologia
Plantarum, v.15, n.3, p.473-497, 1962.

MYERS,A. Somatic embryogenesis induction in
Delonix regia(Boger) (Royal Poinciana).
Journal of Undergraduate Research,
v.5,n 6, 2004.

NEWMAN, PO.; KRISHNARAJ, S.; SAXENA,

P.K. Regeneration of tomataycopersicon
esculentuy somatic embryogenesis and shoot
organogenesis from hypocotyl segments induced
with Benzylaminopurinelnternational

Journal Plant Science v.157, p.554-560,

1996.

R. Arvore, Vigosa-MG, v.33, n.6, p.987-996, 2009



996

NUTI RONCHI,V.; GIORGETTI, L.The cells
commitment to somatic embryogenesis. In:
BAJAJ, Y.P.S. (Ed.)Somatic embryogenesis
and synthetic seed |. Biotechnology in
agricultur e and forestry. Berlin, Springer
Verlag, 1995. \80. p.3-19.

PAIVA, R.; PAIVA, P. D. O. Cultura de
tecidos — Textos académicos Lavras:
UFLA/FAEPE, 2001. 97p.

PREECE, FE.; COMPTN, M. E. |. Problems
with explant exudation in micropropagation. In:
BAJAJ, Y. P S. Biotechnology in
agriculture and forestry: High-Tech and
micropropagation I. Berlin: Spring®ferlag, 1991.
p.168-189.

TAIZ, L., ZEIGER, E.Auxina: o hormonio de

crescimento. InFisiologia vegetal 3.ed.
PortoAlegre:Artmed, 2003. 719p.

R. Arvore, Vigosa-MG, v.33, n.6, p.987-996, 2009

WERNER, E.T. et al.

TEIXEIRA, J. B.; SONDAHL, M. R.; KIRBYE. G
Somatic embryogenesis from immature zygotic
embryos of oil palmPlant Cell Tissue and
Organ Culture, v.34, n.5, p.247-250 1993.

THORPE,T.A.; PATEL, K. R. Clonal propagation:
adventitious buds. IVASIL, I. (Ed.)Cell
culture and somatic cell genetics of
plants: laboratory procedures and their
applications. Orlando:Academic Press, 1984.
v.1. p.49-60.

WARRENWILSON, J.,,WARRENWILSON, P M.
Mechanism of auxin regulation of structural and
physiological polarity in plants, tissues, cells and
embryos. Australian Journal of Plant
Physiology, v.20, n.5, p.555-571, 1993.

ZIMMERMAN, J. L. Somatic embryogenesis: a
model for early development in higher plants.
Plant Cell, v.5, n.10, p.141-1423, 1993.




